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En av dom vanligaste mikroorganismerna som används vid produktion av öl är 
Saccharomyces cerevisiae. Dess goda förmåga att omvandla socker till etanol samt 
bidragandet med smakämnen till den färdiga produkten är några av egenskaperna 
som gör S. cerevisiae så användbar. En annan mikroorganism som kan omvandla 
socker till etanol och som idag används vid producering av olika livsmedel är Mucor 
indicus. Vid produktion av öl är mäskning den process där malt och vatten blandas 
och värms upp. I detta steg bryts stärkelse ned till socker av enzymer från malten. 
Temperaturen som mäsken värms upp till påverkar vilka enzymer som är aktiva i 
stärkelsenedbrytningen. Aktivitet från olika enzymer leder till att det bildas olika sor-
ter och mängd socker.  
En laboratoriestudie har genomförts för att jämföra S. cerevisiae och M. indicus 
effektivitet och produktivitet i att omvandla socker till etanol som tillkommit från de 
olika mäskningstemperaturerna 64ºC och 70ºC. Syftet med denna studie har varit att 
undersöka om M. indicus kan vara lika effektiv och produktiv som S. cerevisiae i att 
producera etanol från vört som mäskats i olika temperaturer.   
Metoden som genomfördes var att brygga öl i ett laboratorium utifrån en standar-
diserad bryggningsmetod. Prover togs under de olika stegen i bryggningsprocessen 
och analyserats med spektrofotometer och HPLC. Resultaten från analyserna gav 
svar på provinnehållets stärkelsekoncentration samt mängd och sockerarter.  
M. indicus har förmågan att producera lika stor mängd etanol (14 g/l) under fer-
mentering från vört som mäskats i temperaturerna 64ºC och 70ºC. Resultatet visar att 
M. indicus kan tillgodogöra sig olika sorter socker som tillkommit från olika enzy-
mers nedbrytning av stärkelse. Resultatet är likt den förmåga som S. cerevisiae har. 
Däremot har M. indicus inte förmågan att producera lika stor mängd etanol som S. 
cerevisiae (54 g/l) under samma förhållanden.  
M. indicus har inte samma effektivitet och produktivitet att producera etanol som 
S. cerevisiae. Dock visar resultaten på att M. indicus, likt S. cerevisiae, kan producera 
etanol under fermentering från vört som mäskats i olika temperaturer. Resultaten kan 
vara intressanta ifall M. indicus skulle användas till framställning av alkoholsvagare 
öl eller andra typer av alkoholsvaga drycker som framställs genom mäskning och 
fermentering.  
 
Nyckelord: S. cerevisiae, M. indicus, mäskning, mäskningstemperatur, etanol. 
Sammanfattning 
  
  
  
One of the most common microorganisms that are used in production of beer is Sac-
charomyces cerevisiae. Its good ability to convert sugar into ethanol together with its 
contribution of flavor to the finished product are some of the qualities that makes S. 
cerevisiae so useful. Another microorganism that can convert sugar into ethanol and 
is used for production of different foods is Mucor indicus. Mashing is a process dur-
ing beer production when malt and water are blended and heated. During this step, 
starch is broken down into fermentable sugars by enzymes from the malt. Depending 
on the temperature at which the mash is heated, various enzymes are activated. Ac-
tivity from different enzymes leads to the formation of different varieties and 
amounts of sugar.  
A laboratory study was conducted to compare efficacy and productivity of S. cere-
visiae and M. indicus in converting sugar into ethanol from the various mashing tem-
peratures of 64ºC and 70ºC. The purpose of this study was to investigate whether M. 
indicus could be as effective and productive as S. cerevisiae in producing ethanol 
from wort mashed in different temperatures.  
The method that was carried out was to brew beer in a laboratory based on a stand-
ard brewing process. Samples were taken during the different stages of the brewing 
process and analysed by spectrophotometer and HPLC. The results of the analysis 
gave an answer to the samples starch concentration and quantity and variety of sug-
ars.  
M. indicus was able to produce equal amounts of ethanol (14g/L) during fermen-
tation from wort mashed at 64ºC and 70ºC. The result showed that M. indicus can 
assimilate different kinds of sugar that have been derived from the degradation of 
starch by different enzymes. The result was similar to the ability of S. cerevisiae. 
However, M. indicus does not have the ability to produce as much ethanol as S. cere-
visiae (54g/L) during the same conditions.  
M. indicus do not have the same efficacy and productivity to produce ethanol as S. 
cerevisiae. However, the results show that M. indicus, like S. cerevisiae, can produce 
ethanol during fermentation from wort mashed at different temperatures. The results 
may be of interest if M. indicus were to be used to produce low alcohol beers or other 
types of low alcohol beverages produced by the process of mashing and fermentation.  
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1.1 Bakgrund 
Vid ölbryggning används normalt ingredienserna malt, humle, jäst och vatten (Sy-
silä, 1997). Genom tillämpning av bryggningsmetoderna mäskning, vörtkokning 
och jäsning får man fram den färdiga produkten öl. Beroende på vilka sorter och 
typer av malt, humle och jäst som väljs samt vilken teknik som användas vid brygg-
ningsmetoderna kan man få fram många olika stilar av öl.  
1.2 Maltenzym 
Malten framställs genom att blötlägga korn för att få kärnan att börja gro. Sedan 
torkas och rostats kornen. Processen kallas mältning och leder till att stärkelsened-
brytande enzymer i kornet som β-amylas aktiveras och α-amylas bildas (Löhde, 
Nilsson & Lyhagen, 1996). Enzymaktiviteten i kornmalten är viktig under 
mäskningsprocessen. Mäskning är det processteg i ölbryggning där vatten och korn-
malt blandas under upphettning. Enzymer som finns i kornmalten, amylaser, börjar 
successivt en nedbrytning (hydrolys) av stärkelser (amylopektin och amylos) till 
enklare jäsbara sockerarter (glukos, maltos och maltotrios) och ojäsbara sockerarter 
(dextriner) (Evans et al., 2003).  
Mäskningen sker normalt under 60 minuter mellan temperaturerna 60-75ºC. Tem-
peraturvalet påverkar gelatiniseringen av stärkelser samt hur aktivt ett enzym verkar 
på att bryta ned stärkelsen. Vid 60-65ºC är temperaturen optimal för β-amylas och 
vid 70-75ºC är temperaturen optimal för α-amylas (Westerlund, 2012). De olika 
mäskningstemperaturerna innebär att kornmalten befinner sig i två olika enzymak-
tiva miljöer, vilket resulterar i en vört med olika typer och mängd av stärkelser och 
1 Inledning 
8 
 
socker. Vid ölbryggning brukar man därför försöka mäska vid temperaturer där båda 
enzymerna är aktiva. När α-amylas aktiveras börjar enzymet med en slumpvis hyd-
rolys av inre (1,4) -α-glykosidbindningar i stärkelsen vilket bildar linjära och för-
grenade dextriner (ojäsbara sockerarter) samt oligo-tri-di och monosackarider 
(MacGregor et al., 1999, Brandam et al., 2003). När β-amylas aktiveras börjar en-
zymet med en sekventiell hydrolys av (1,4) -α-glykosidbindningar från den icke re-
ducerande änden av stärkelsekedjor och dextriner vilket frigör maltosenheter 
(MacGregor, 1996). Den totala nivån av effekt och enzymaktivitet hos amylaserna 
kallas diastatisk kraft (Evans et al., 2003). I bryggeriindustrin är diastatisk kraft en 
nyckelparameter för bedömning av maltens kvalitet då diastatisk kraft estimerar ka-
paciteten av ett malts förmåga att bryta ned stärkelse till jäsbart socker. Under fer-
menteringen omvandlar jästen jäsbart socker till etanol och koldioxid, medan dextri-
ner bidrar med restsötma för det färdiga ölet.     
1.3 Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae tillhör domänen eukaryoter och divisionen ascomycota i 
riket fungi (Willey, Sherwood & Woolverton, 2014). S. cerevisiae (ölsockersvamp) 
är en mikroorganism som används som standard jäst vid bryggning av överjäst öl så 
som ale, porter och stout. Etanol och koldioxid är de primära metaboliterna som S. 
cerevisiae bildar under fermenteringen genom omvandling av jäsbart socker i form 
av hexoser (Karimi & Zamani 2013; Walker & Stewart, 2016). Etanol är normalt en 
inhibitor för mikroorganismer (You et al., 2003). S. cerevisiae kan däremot överleva 
och växa i en miljö upp till 13% etanol tack vare dess lipidsammansättning i plasma-
membranet (Ghareib et al., 1988). S. cerevisiae aktiveras vid temperaturer mellan 
10-30ºC under anaeroba förhållanden (Westerlund, 2012). Under fermenteringen 
bidrar S. cerevisiae dessutom med substanser som ger smaker och aromer till det 
färdiga ölet. Förutom etanol och koldioxid bildas tex. flyktiga estrar som ger det 
färdiga ölet en fruktig karaktär (Stam et al., 1998) Diacetyl är ytterligare substans 
som kan bildas vilket ger det färdiga ölet en smak av smörkola. Diacetyl kan vara 
önskad i vissa ölsorter så som engelsk ale, medan den kan anses som en felsmak i 
andra ölsorter så som lager.  
1.4  Mucor indicus  
Mucor indicus tillhör domänen eukaryoter och divisionen zygomyceter i riket fungi 
(Sharifia et al., 2008). M. indicus är en dimorf svamp vilket innebär att den kan växa 
i både jästliknande och filamentös form. Tillväxtformen kan influeras genom att 
reglera koncentrationen av sporer som ympas vid kultivering (Lennartsson, 2012). 
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Vid hög koncentration av sporer (6 x 106 sporer/ml) är tillväxten främst i jästlik-
nande form under både aeroba och anaeroba förhållanden. Vid låg koncentration av 
sporer (3 x 104 sporer/ml) är tillväxten främst i filamentös form under både aeroba 
och anaeroba förhållanden (Lennartsson, 2012, Sharifia et al., 2008). M. indicus an-
vänts i produceringen av olika former av livsmedel som tex fermenterade sojabönor 
(tempe), fermenterat ris, öl och koagulerande enzym för mjölk (Lewandowska et 
al., 2016). Öl kan produceras med hjälp av M. indicus då svampen är en etanolpro-
ducerande organism. M. indicus har förmågan att producera etanol från jäsbara 
sockerarter (glukos, mannos, galaktos och fruktos) under aeroba och anaeroba för-
hållanden (Karimi & Zamani, 2013). Till skillnad från S. cerevisiae kan M. indicus 
producera etanol genom metabolism av socker i form av både hexos (glukos) och 
pentos (xylos) (Lewandowska et al., 2016). Dock kan svampen endast ta upp xylos 
under aeroba förhållanden (Sharifyazd & Karimi, 2017). 
1.5 Syfte 
Denna studie avser att jämföra effektivitet och produktivitet i att omvandla olika 
sockerarter som tillkommit genom mäskning i olika mäskningstemperaturer till eta-
nol under fermentering. Jämförelsen görs mellan de etanolproducerande mikroorg-
anismerna M. indicus och S. cerevisiae.  
1.6 Frågeställning 
I den här studien ska följande frågeställningar besvaras:  
• Har mäskningstemperaturen någon inverkan på M. indicus förmåga att 
producera etanol?  
• Är M. indicus lika effektiv och produktiv som S. cerevisiae i att om-
vandla socker till etanol under fermentering med vört från olika 
mäskningstemperaturer?  
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2.1 Litteraturstudie  
Litteraturen som användes för kandidatarbetet hämtades till störst del från databa-
serna Pubmed, Google Scholar och Epsilon. Information har även hämtats från 
böcker lånade från Sveriges lantbruksuniversitet SLU. Utförandet av laboratoriestu-
dien baseras på företaget Craft Labs labprotokoll (Mayers & Faria-Oliveira, 2018) 
och tillhandahölls efter personlig kontakt med företaget. Labprotokollet anpassades 
efter den laboratoriestudie som skulle utföras för detta kandidatarbete.    
2.2 Laboratoriestudie  
2.2.1 Förkultur 
För att odla fram aktiva mikroorganismer togs en ögla av S. cerevisiae J122 (till-
handahölls av Institutionen för molekylära vetenskaper, SLU) som vuxit på jäst 
pepton-dextros agar (YPD, jästextrakt 10 g/l, pepton 20 g/l, dextros 20 g/l och agar 
20 g/l) och ympades om till en ny förtillverkad YPD platta. En ögla M. indicus (Iso-
lerad från Lao alkohol jäst, tillhandahölls av Lotchana Taysayayong från universitet 
Champasack, Laos) som vuxit på malt extrakt agar (MEA) ympades om på en ny 
förtillverkad MEA platta. Samtliga nya plattor ympades om i tripletter. M. indicus 
inkuberades upprätt och S. cerevisiae inkuberades upp och ned i 25ºC under 72 tim-
mar.  
 
2 Material och metod 
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Som tillväxtmedium förberedes jästmedia (YM) buljong (glukos 10 g/l, jästextrakt 
3 g/l, pepton 5 g/l och maltextrakt 3g/l) i två stycken en liters flaskor. Ingredienserna 
blandades i flaskorna med destillerat vatten och autoklaverades.  
Efter 72 timmars inkubering togs en ögla av S. cerevisiae och M. indicus och ym-
pades till varsin 500 ml e-kolv innehållandes 400 ml YM buljong. E-kolvarna inku-
berades på ett skakbord på 150 rpm i 25ºC under 72 timmar.  
2.2.2 Mäskning 
Mäskningstid som tillämpades var 60 minuter. Mäskningstemperaturer var 64ºC och 
70ºC.  
Tre liter vatten värmdes till 60ºC och fördelades till två stycken bägare med mäsk-
påse innehållandes 300 g malt vardera. Vattnet och malten blandades ett par minuter 
för att homogeniseras. Bägarna med homogeniserad blandning placerades i ett 64ºC 
respektive 70ºC vattenbad. Mäskningstiden startade när blandningen i bägarna upp-
nådde samma temperatur som vattenbadet. För att bibehålla en homogeniserad 
blandning blandades mäsken var femtonde minut genom omrörning. Två prover om 
5 ml pipetterades vid mäskningens start och två prover om 5 ml pipetterades vid 
mäskningens slut till 15 ml centrifugtuber. För att förhindra att sammansättningen i 
proverna skulle ändras genom en fortsatt enzymaktivitet tillsattes 0,1 ml av 1M HCl 
i varje 15 ml centrifugtub. Proverna användes till spektrofotometri för mätning av 
mäskens stärkelsekoncentration. Efter 60 minuter av mäskning lyftes bägarna ur 
vattenbadet. Mäsken, nu kallad sötvört, fördes över till varsin steril en liters flaska.  
2.2.3  Kokning 
Under kokningen inaktiveras enzymerna och nedbrytning av stärkelse upphör (Sy-
silä, 1997). Kokningen bidrar även med sterilisering av sötvörten samt att det via 
Maillard reaktionen bildas viktiga färg-och smakföreningar. Koktiden som tilläm-
pades var 60 minuter.   
I varje flaska tillsattes en steril omrörningsmagnet. Flaskorna placerades på en vär-
meplatta med omrörning. Koktiden startade när vätskan i flaskan började att koka. 
Direkt vid starten av kokningen tillsattes 5 g humlepellets. Efter 60 minuter togs två 
prover om 5 ml från båda flaskorna. Proverna användes för spektrofotometri och 
HPLC analys. Flaskorna med den färdiga vörten kyldes ned till rumstemperatur i ett 
kallbad.   
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2.2.4 Fermentering  
Den nedkylda vörten fördelades till totalt 12 stycken 100 ml flaskor. I sex av flas-
korna hälldes 80 ml vört som mäskats i 64ºC. I de övriga sex flaskorna hälldes 80 
ml vört som mäskats i 70ºC. Tre stycken av flaskorna innehållandes vört som mäs-
kades i 64ºC ympades med 0,80 g M. indicus. Tre stycken flaskor ympades med 
0,74 g S. cerevisiae. Samma fördelning av flaskor och mängd (g) M. indicus och S. 
cerevisiae ympades till flaskorna som innehöll vört som mäskats i 70ºC. För varje 
flaska tillsattes ett vattenlås. Flaskorna placerades i ett 20ºC rum i 14 dagar för fer-
mentering. Efter 14 dagar flyttades flaskorna till ett 2 ºC rum i ett dygn för sedimen-
tering. Från varje flaska togs prover för analysering med spektrofotometri och 
HPLC.  
2.3 Analytisk metod 
2.3.1 Spektrofotometri 
Spektrofotometri användes som analytisk metod för att få svar på den stärkelsekon-
centration som fanns i de tagna proverna. 
Fyra stärkelsestandarder med olika koncentrationer (10 g/l, 5 g/l, 1 g/l, 0,1 g/l) för-
beredes (Mayers & Faria-Oliveira, 2018). Stärkelsestandarderna späddes (1/50) ge-
nom pipettering av 2 µl lösning till 998 µl destillerat vatten. Från varje utspädd stär-
kelselösning pipetterades 400 µl till 2 ml Eppendorfrör. I Eppendorfrören tillfördes 
400 µl jodlösning (tillhandahölls av Albina Bakeeva, SLU). Eppendorfrören skaka-
des väl med vortex. Blandningen överfördes till kyvetter. 
Prover som togs efter 0 minuters mäskning späddes (1/50). Prover som togs efter 60 
minuters mäskning späddes (1/5) genom pipettering av 200 µl prov till 800 µl des-
tillerat vatten. Från varje utspätt prov pipetterades 400 µl till 2 ml Eppendorfrör. I 
Eppendorfrören tillfördes 400 µl jodlösning. Eppendorfrören skakades väl med vor-
tex. Blandningarna överfördes till kyvetter.  
Prover som togs efter 60 minuters kokning späddes (1/5). Prover som togs efter 
fermentering med M. indicus och S. cerevisiae späddes (1/5). Från varje utspätt prov 
pipetterades 400 µl till 2 ml Eppendorfrör. I Eppendorfrören tillfördes 400 µl jodlös-
ning. Eppendorfrören skakades väl med vortex. Blandningarna överfördes till kyvet-
ter. Destillerat vatten användes som blankt prov. Absorbansen mättes på 580 nm 
(spektrofotometer Ultrospec 1100 pro, UK)  
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2.3.2 HPLC  
HPLC användes som analytiskmetod för att få svar på den mängd jäsbara sockerar-
ter samt etanol som fanns i de tagna proverna. 
Sex analyter (glukos, fruktos, maltos, glycerol, ättiksyra och etanol) användes som 
standarder. Fyra standardprover med olika koncentrationer (0,1 g/l, 1 g/l, 5 g/l, 10 
g/l) förberedes genom spädning. En stamlösning blandades med koncentrationen 10 
g/l genom att väga in 1g av vardera analyt i en 100-ml mätkolv. Mätkolven fylldes 
sedan med destillerat vatten. Från stamlösningen späddes de övriga koncentration-
erna. Varje standardprov filtrerades genom ett 0,2 µm filter ner i HPLC-vial.  
En utspädd lösning (1/10) av HCl förberedes. Till 12 Eppendorfrör tillsattes 900 µl 
utspädd HCl.  
Från det färdiga ölet, som mäskades i 64ºC och fermenterades med S. cerevisiae, 
togs tre prover om 100 µl och späddes i Eppendorfrör innehållandes 900 µl HCl. 
Samtliga Eppendorfrör centrifugerades (13 000 x g, 1 minut). Supernatanten från de 
centrifugerade proverna filtrerades genom 0,2 µm filter ner i HPLC-vialer. Samma 
princip upprepades för det färdiga ölet som mäskades i 64ºC och fermenterades med 
M. indicus samt för det färdiga ölet som mäskades i 70 ºC och fermenterades med 
S. cerevisiae samt M. indicus. Samma princip upprepades även för de prover som 
togs efter 60 minuters kokning.  
Som mobilfas användes 5 mM H2SO4. Inställningar för HPLC var flöde 0,6 ml/mi-
nut, kolontemperatur 60ºC, elueringstid 45 minuter/prov, refraktiv index (RI)- de-
tektor och jon exkluderande kolonn (Rezex- ROA-Organic Acid H+, Phenomenex). 
Instrumentet som användes var en Agilent 1100 från Agilent Technologies.  
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3.1 Spektrofotometri 
I följande avsnitt visas resultaten av stärkelsekoncentration från prover tagna ur 
olika steg under bryggningsprocessen.   
3.1.1 Stärkelsestandard 
Från absorbansen i tabell 9 (bilaga) gjordes en standardkurva (Figur 1). I standard-
kurvan ges en linjär ekvation (y=0,026x+0,3764) som beskriver absorbansens bete-
ende i relation till stärkelsekoncentrationen i stärkelsestandarderna.  
 
Figur 1. Figuren visar absorbansen från stärkelsestandardernas olika koncentrationer (g/l)  
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Från absorbansen i tabellerna 10–13 (bilaga) beräknades stärkelsekoncentrationen 
(tabell 1–4) med ekvationen (y=0,026x+0,3764). Medelvärdet av stärkelsekoncen-
trationerna samt felmarginal presenteras i tabellerna 1–4.  
3.1.2 Mäskning 
Från absorbansen i tabell 10 (bilaga) beräknades stärkelsekoncentrationen i tabell 1. 
Tabell 1. Stärkelsekoncentrationen i gram per liter från prover tagna från olika mäskningstemperatu-
rer efter 0 och 60 minuters mäskning. Felmarginal inom parantes  
Mäskningstemperatur        Stärkelsekoncentration g/l 
        0 minuter mäskning 
  Stärkelsekoncentration g/l 
     60 minuter mäskning 
64ºC 
 
70ºC 
                0,66 (±0,019) 
 
               0,72 (±0,038) 
                 11,1 (±0,577) 
 
                12,3 (±2,653) 
     
 
3.1.3 Kokning 
Från absorbansen i tabell 11 (bilaga) beräknades stärkelsekoncentrationen i tabell 2. 
Tabell 2. Stärkelsekoncentrationen gram per liter från prover tagna efter 60 minuters kokning. Fel 
marginal inom parantes 
Mäskningstemperatur  Stärkelsekoncentration g/l   
64ºC 
 
70ºC 
        14,5 (±3,307) 
 
       19,6 (±3,480) 
  
     
 
3.1.4 Fermentering 
Från absorbansen i tabell 12 (bilaga) beräknades stärkelsekoncentrationen i tabell 3. 
Tabell 3. Stärkelsekoncentrationen gram per liter tagna från prover efter fermentering med M. indicus. 
Felmarginal inom parantes 
Mäskningstemperatur  Stärkelsekoncentration g/l   
64ºC 
 
70ºC 
        12,5 (±0,173) 
 
       14,4 (±0,212) 
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Från absorbansen i tabell 13 (bilaga) beräknades stärkelsekoncentrationen i tabell 4. 
Tabell 4. Stärkelsekoncentrationen gram per liter tagna från prover efter fermentering med S. cere-
visiae. Felmarginal inom parantes  
Mäskningstemperatur  Stärkelsekoncentration g/l   
64ºC 
 
70ºC 
        24,6 (±0,288) 
 
       24,8 (±0,692) 
  
     
 
3.2 HPLC 
I följande avsnitt visas resultaten av mängden (g/l) kolkällor och etanol som finns 
kvar från prover tagna efter 60 minuters kokning och efter fermentering. Från tabel-
lerna 5,6 och 7 räknades mängden etanol bildat från mängden monosackarider som 
visas i tabell 8.  
Tabell 5. Mängd g/l för prover tagna efter 60 minuters kokning. Felmarginal inom parantes 
Mäskningstemperatur           Maltos g/l        Glukos g/l Fruktos g/l 
64ºC 
 
70ºC 
           63,3 (±0) 
 
           48,1 (±4,10)  
 
 
  13,1 (±0) 
 
  12,3 (±1,20) 
  3,7 (±0) 
 
  3,7 (±0,30) 
     
Varje prov (maltos, glukos, fruktos) i Tabell 5 späddes (1/10) innan analyseringen 
med HPLC. Mängden (g/l) i tabell 5 är beräknat inklusive antalet spädningar.  
Tabell 6. Mängd g/l för prover tagna efter fermentering med M. indicus. Felmarginal inom parantes  
Mäskningstemperatur Maltos g/l Glukos g/l Fruktos g/l Etanol g/l 
64ºC 
 
70ºC                                     
   73,8 (±4,50) 
 
58,9 (±7,30) 
   21,7 (±3,00) 
 
   25,5 (±2,40) 
   5,37 (±0,05) 
 
   5,40 (±0,14) 
   13,6 (±0,50) 
 
    14,1 (±0,50) 
     
Varje prov i Tabell 6 späddes (1/10) innan analyseringen med HPLC. Mängden (g/l) 
i tabell 6 är beräknat inklusive antalet spädningar.  
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Tabell 7. Mängd g/l för prover tagna efter fermentering med S. cerevisiae. Felmarginal inom parantes 
Mäskningstemperatur Maltos g/l Glukos g/l  Fruktos g/l Etanol g/l 
64ºC 
 
70ºC 
0 
 
0 
0 
 
0 
    1,53 (±0,05) 
 
    1,60 (±0,05) 
     52,4 (±2,50) 
 
     56,2 (±1,25) 
     
Varje prov i Tabell 7 späddes (1/10) innan analyseringen med HPLC. Mängden (g/l) 
i tabell 7 är beräknat inklusive antalet spädningar.  
Tabell 8. Mol etanol/ mol monosackarid för prover mäskade i 64ºC och 70ºC med S. cerevisiae. 
Mäskningstemperatur                              S. cerevisiae 
              mol etanol/ mol monosackarid  
 
64ºC                           2,61 (±0,13)                         
 
70ºC 
  
                    3,52 (±0,09)  
Resultaten från tabell 8 beräknades enligt räkneexempel 1 (bilaga)  
Resultaten mol etanol/ mol monosackarid för M. indicus blev negativa då en större 
mängd (g/l) glukos och maltos fanns efter fermentering än innan fermentering.  
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Stärkelsekoncentrationen från prover tagna efter 0 minuters mäskning i olika 
mäskningstemperaturer (tabell 1) kan tolkas som likvärdiga. Stärkelsekoncentrat-
ionen från prover tagna efter 60 minuters mäskning i olika mäskningstemperaturer 
(tabell 1) kan även tolkas som likvärdiga. Resultaten visar på att det finns lika 
mycket löslig stärkelse kvar efter 60 minuter 64ºC mäskning som 60 minuter 70ºC 
mäskning. Enligt labprotokollet (Mayers & Faria-Oliveira, 2018) indikerar koncent-
rationen av stärkelse som finns kvar efter mäskning den effektivitet som amylaserna 
haft under mäskningen. Förväntningen är att ingen stärkelse ska vara detekterbar 
efter 60 minuters mäskning ifall tillräcklig enzymaktivitet har uppnåtts (Sysilä, 
1997). Här kunde ett enkelt jod-test utförts för att indikera om stärkelse fortfarande 
fanns kvar efter 60 minuters mäskning och då avgjort om mäskningen skulle fort-
sätta eller inte. Resultaten från tabell 1 kan tolkas som att amylaserna har varit lika 
i sin effektivitet att bryta ned stärkelser vid de olika mäskningstemperaturerna. För 
att få ett tydligare resultat på amylasernas effektivitet under mäskning kunde man 
eventuellt ha valt att använda sig av ett Megazyme kit och göra en isotermisk expe-
rimentell studie om amylasernas aktivitet likt Brandam et al., (2003). Efter 60 mi-
nuters kokning (tabell 2) finns en viss ökning i stärkelsekoncentrationen från båda 
proverna. Resultaten kan dock anses vara för marginella för att en ökning i stärkel-
sekoncentration faktiskt skett. Det kan anses som att det är lika stor stärkelsekon-
centration efter 60 minuters kokning som efter 60 minuters mäskning. Efter fermen-
tering med M. indicus (tabell 3) är stärkelsekoncentrationen inom samma värden 
som efter 60 minuters kokning och kan anses som likvärdiga. Samma antagande kan 
även göras för resultaten i tabell 4 för S. cerevisiae.    
Under normala förhållanden vid fermentering omvandlas en monosackarid (glukos) 
till två etanolmolekyler (Willey, Sherwood & Woolverton, 2014). Tabell 8 (resultat) 
visar på större mängd producerad etanol per tillgänglig monosackarid för S. cere-
4 Diskussion 
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visiae. För M. indicus blev mängd producerad etanol lägre än tillgänglig  monosack-
arid. Resultatet kan innebära att det funnits ytterligare kolkällor tillgängliga under 
fermenteringen, vilka inte analyserades med HPLC. Enligt kromatografi resultaten 
från HPLC (bilaga) ges indikationer om att det möjligtvis finns andra kolkällor i 
prover tagna efter 60 minuters kokning samt efter fermentering. Jämförs retentions-
tiden för de okända potentiella kolkällorna i proverna mot standard retentionstider 
(www.shodex.com) kan man anta att de är maltotrios och maltotetraos. Resultaten i 
tabell 8 visar att S. cerevisiae producerat mer etanol per tillgänglig glukos. Det in-
nebär att maltos, som var en av analyterna, inte är ensam källa till glukos. Maltotrios 
och maltotetraos kan även ha brutits ned och bidragit med ytterligare glukos. S. ce-
revisiae har enzymet α-glucosidase (maltas) som kan hydrolysera di-och oligosack-
arider samt stärkelser (Dušan et al., 2014). Enzymet kan därför ha brutit ned både 
maltotrios och maltotetraos under fermenteringen och bidragit med ytterligare till-
gång till glukos. Enligt kromatografi resultaten från HPLC (bilaga) gällande S. ce-
revisiae kan man avläsa att den kolkälla som kan antas vara maltotrios har minskat 
i mängd efter fermentering jämfört med den mängd som fanns efter 60 minuters 
kokning. Det tyder på att maltotrios kan vara den bidragande faktorn till att resulta-
ten i tabell 8 visar på mer bildat etanol per tillgänglig glukos, då analyseringen med 
HPLC enbart presenterade redan fria glukosmolekyler samt nedbruten maltos som 
glukoskälla. Resultaten i tabell 8 visar även att det finns en viss skillnad i mängd 
mol etanol/ mol monosackarid producerat av S. cerevisiae beroende på mäsknings-
temperatur. Mängden mol etanol/ mol monosackarid är lite högre i prover från 70ºC 
mäskning. Resultatet kan innebära att det funnits mer glukos tillgängligt för S. ce-
revisiae som fermenterat vört som mäskats i 70ºC. Som tidigare beskrivet i inled-
ningen av kandidatarbetet så är α-amylas aktivt vid 70ºC och hydrolyserar löslig 
stärkelse till bland annat maltotrios. 
Resultaten gällande mängden mol etanol/ mol monosackarid för M. indicus blev 
negativa. Resultatet tolkas att det finns mer glukos än producerat etanol efter fer-
menteringen. Jämförs tabell 5 mot tabell 6 (resultat) kan man se att samtliga kolkäl-
lor som analyserats med HPLC har ökat i mängd (g/l) efter fermentering jämfört 
mot prover tagna efter 60 minuters kokning. Enzymet α-amylas kan produceras av 
M. indicus (Gulati et al., 2007). Som tidigare nämnts hydrolyserar α-amylas ned 
stärkelse till di- och monosackarider. Ytterligare stärkelser kan därför ha brutits ned 
av M. indicus vilket kan ge en förklaring till varför maltos och glukos ökat i mängd 
(g/l) efter fermenteringen. Ytterligare nedbruten stärkelse kan även vara anled-
ningen till varför M. indicus visade på negativa resultat gällande mol etanol/ mol 
monosackarid.   
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Tidigare studier som gjorts om M. indicus av Millati et al., (2005) och Sues et al., 
(2005) visar på att M. indicus har kapacitet att producera etanol med en avkastning 
och produktivitet likt S. cerevisiae. Dessa studier har dock använt sig av en nog-
grann komponering av utvalda kolkällor och vitaminer för optimala förhållanden 
för mikroorganismerna. Enligt tabell 6 (resultat) har M. indicus producerat 14 g/l 
etanol efter fermentering med vört mäskat i 64ºC och 70ºC. Enligt tabell 7 (resultat) 
har S. cerevisiae producerat 54 g/l etanol efter fermentering med vört mäskat i 64ºC 
och 70ºC. För M. indicus har produceringen av etanol avstannat fortare än för S. 
cerevisiae. Den ökade mängden kolkällor som tillkommit under fermenteringen har 
M. indicus inte kunnat tillgodogöra lika effektivt som S. cerevisiae. De negativa 
siffrorna för M. indicus från tabell 8 (resultat) kan tolkas som att fler glukosmole-
kyler har tillkommit under fermenteringen än vad M. indicus klarat av att omvandla 
till etanol. För S. cerevisiae har däremot fler glukosmolekyler omvandlats till etanol 
då det tillkommit glukos från kolkällor som inte analyserades med HPLC och där-
med inte togs i beaktning vid beräkning av mol etanol/ mol monosackarid. För att 
underlätta förståelsen av provresultaten i tabell 8 (resultat) bör även maltotrios och 
maltotetraos förberetts som standarder.     
Vid fermentering tillsattes olika mängd (g) S. cerevisiae och M. indicus. Anled-
ningen var att det fanns för liten mängd S. cerevisiae tillgänglig samt att M. indicus 
hade ympats i flaskor och vägts innan S. cerevisiae. Det fanns dessutom ingen möj-
lighet att lämna proverna till dagen efter för att möjligtvis förkultivera ytterligare S. 
cerevisiae. Förkultiveringen av M. indicus som gjordes genom inkubering i e-kolv 
tillsammans med jästmedia buljong i 25ºC under 72 timmar var under aeroba för-
hållanden. Efter inkubering var tillväxten övervägande filamentös. Eventuellt kunde 
man även ha inkuberat M. indicus i anaeroba förhållanden för att se om tillväxten 
blev annorlunda jämfört med aeroba förhållanden. Då kunde man ha jämfört produ-
cering av etanol med M. indicus som kultiverats aerobt och anaerobt, likt det som 
utfördes av Sharifia et al., (2008)  
Tabell 6 (resultat) som visar att M. indicus kan producera lika stor mängd (g/l) etanol 
från vört som fermenterats vid de olika mäskningstemperaturerna är intressant. Re-
sultatet ger en bild av hur mycket etanol M. indicus kan producera från den mängd 
(g) M. indicus som tillsattes vid fermenteringen. Hade vidare studier gjorts med en-
bart M. indicus kunde man ökat mängden (g) av M. indicus vid fermenteringen för 
att möjligtvis få ett bättre utbyte av mol etanol/ mol monosackarid. Studien skulle 
möjligtvis ge svar på mängd (g) M. indicus som krävs för att producera lika mycket 
etanol som den mängd (g) S. cerevisiae som tillsattes vid fermentering under denna 
laboratoriestudie.   
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Resultaten visar att M. indicus har förmågan att producera etanol från vört som mäs-
kats i olika temperaturer. Därmed har M. indicus, likt S. cerevisiae, kunnat tillgodo-
göra sig de olika jäsbara sockerarterna som amylaserna brutit ned från stärkelse vid 
de olika mäskningstemperaturerna. Däremot så är M. indicus inte lika effektiv och 
produktiv i att producera etanol som S. cerevisiae under de förutsättningar som la-
boratoriestudien utgick från. Den potentiella produkten som kan produceras baserat 
på etanolproduktionen i denna laboratoriestudie är i form av svagdricka. Dock så 
har resultaten visat att M. indicus kan producera lika hög mängd (g/l) etanol under 
fermentering utifrån vört mäskat i 64ºC och 70ºC. Detta kan liknas med S. cere-
visiae. För att M. indicus eventuellt ska uppnå samma effektivitet och totala mängd 
(g/l) producerad etanol som S. cerevisiae bör en större mängd (g) av M. indicus 
tillsättas vid fermentering. Därför kan M. indicus utifrån denna laboratoriestudie 
inte anses vara ett lika effektivt och produktivt alternativ som S. cerevisiae vid pro-
duktion av öl.  
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Spektrofotometer 
Tabell 9. Absorbans mätt från olika koncentrationer av stärkelsestandard 
Stärkelsekoncentration % och g/L  Absorbans   
1%           10 g/l 
 
0,5%        5 g/l   
 
0,1%        1 g/l 
 
 0,633 
 
0,510 
 
0,420 
 
  
0,01%      0,1 g/l 
 
0%            0 g/l 
 0,398 
 
0,340 
  
     
Varje stärkelsekoncentration i Tabell 9 späddes (1/50) innan mätning av absorbans. 
Absorbansen i Tabell 9 är från de utspädda proverna. Absorbansen användes för att 
göra standardkurvan.    
Tabell 10. Absorbans från prover tagna från olika mäskningstemperaturer efter 0 och 60 minuters 
mäskning 
Mäskningstemperatur         Absorbans  
0 minuter mäskning 
       Absorbans  
60 minuter mäskning 
 
64ºC  
Prov 1                                       
  
                0,393 
 
                                      
      
     0,650    
 
Prov 2 
 
70 ºC     
Prov 1                                                            
                0,394 
 
 
                0,396                                
       0,680 
 
 
     0,765   
 
Prov 2                 0,394        0,627  
 
Varje prov i Tabell 10 späddes (1/5) innan mätning av absorbans. Absorbansen i 
Tabell 10 är från de utspädda proverna. Absorbansen användes i ekvationen från 
standardkurvan för att räkna ut stärkelsekoncentrationen i proverna. 
 
Bilaga 
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Tabell 11. Absorbans från prover tagna efter 60 minuters kokning 
Mäskningstemperatur                      Absorbans    
64ºC 
Prov 1 
Prov 2 
 
70ºC 
Prov 1 
Prov 2  
 
                                
 
  0,840 
  0,668 
 
 
 
   0,795 
   0,976 
   
      
  
Varje prov i Tabell 11 späddes (1/5) innan mätning av absorbans. Absorbansen i 
Tabell 11 är från de utspädda proverna. Absorbansen användes i ekvationen från 
standardkurvan för att räkna ut stärkelsekoncentrationen i proverna. 
 
Tabell 12. Absorbans från prover tagna efter fermentering med M. indicus 
Mäskningstemperatur               Absorbans    
64ºC 
Prov 1 
Prov 2                                     
 
70ºC 
Prov 1                                              
Prov 2 
                           
                 0,698    
                 0,707 
 
                  
                 0,745                 
                 0,756 
   
     
 
Varje prov i Tabell 12 späddes (1/5) innan mätning av absorbans. Absorbansen i 
Tabell 12 är från de utspädda proverna. Absorbansen användes i ekvationen från 
standardkurvan för att räkna ut stärkelsekoncentrationen i proverna 
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Tabell 13. Absorbans från prover tagna efter fermentering med S. cerevisiae 
Mäskningstemperatur              Absorbans                   
64ºC 
Prov 1 
Prov 2 
 
70 ºC 
Prov 1 
Prov 2                                       
 
 
               1,008 
               1,023          
 
 
                1,038         
                1,002 
 
   
Varje prov i Tabell 13 späddes (1/5) innan mätning av absorbans. Absorbansen i 
Tabell 13 är från de utspädda proverna. Absorbansen användes i ekvationen från 
standardkurvan för att räkna ut stärkelsekoncentrationen i proverna 
 
HPLC 
 
Resultat g/l:  
Tabell 14. HPLC resultat. Mängd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering 
med M. indicus, mäskat i 64ºC 
M. indicus prov Maltos Glukos  Fruktos Etanol  
1 
2                                       
3 
71,1 
80,2 
70 
   23 
   17,6 
   24,6 
5,40 
5,40 
5,50 
14,4 
12.7 
13.6 
     
 
Tabell 25. HPLC resultat. Mängd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering 
med M. indicus, mäskat i 70ºC 
M. indicus prov Maltos Glukos  Fruktos Etanol  
1 
2                                       
3 
68,9 
51,6 
55,7 
   23,8 
   28,9 
   23,7 
5,61 
5,31 
5,26 
14,5 
13.8 
13.9 
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Tabell 36. HPLC resultat. Mängd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering 
med S. cerevisiae, mäskat i 64ºC 
S. cerevisiae prov Maltos Glukos  Fruktos Etanol  
1 
2                                       
3 
0 
0
0 
   0 
   0 
   0 
1,56 
1,51 
1,48 
49,8 
51.6 
55.9 
     
 
Tabell 47. HPLC resultat. Mängd (g/l) maltos, glukos, fruktos och etanol efter fermentering 
med S. cerevisiae, mäskat i 70ºC 
S. cerevisiae prov Maltos Glukos  Fruktos Etanol  
1 
2                                       
3 
0 
0
0 
   0 
   0 
   0 
1,65 
1,63 
1,60 
54,9 
58.2 
55.5 
     
 
Räkneexempel 1 
Från tabellerna 11, 12 och 13 beräknades mol etanol/ mol monosackarid. Nedan 
visas ett räkneexempel.  
Molvikt monosackarid (glukos, fruktos): 180,16 g/mol                          
Molvikt disackarid (maltos): 342,3 g/mol 
Molvikt etanol: 46,07 g/mol 
g/l för prov efter 60 minuters kokning som mäskats i 64ºC:  
Maltos 63,3 g/l 
Glukos 13,1 g/l 
Fruktos 3,7 g/l 
mol/l för prov efter 60 minuters kokning som mäskats i 64ºC:  
Maltos: 63,3(g/l) /342,3 (g/mol) = 0,184926 mol/l 
Glukos: 13,1 (g/l) /180,16 (g/mol) = 0,072713 mol/l 
Fruktos: 3,7 (g/l) /180,16 (g/mol) = 0,020537 mol/l 
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Monosackarid ekvivalent för prov efter 60 minuters kokning som mäskats i 64ºC: 
Maltos: 0,184926*(342,3/180,16) = 0,3513 mol/l 
Glukos: 0,072713*(180,16/180,16) = 0,072713 mol/l 
Fruktos: 0,020537*(180,16/180,16) = 0,020537 mol/l 
g/l för prov efter fermentering som mäskats i 64ºC med S. cerevisiae: 
Maltos: 0 g/l 
Glukos: 0 g/l 
Fruktos: 1,53 g/l 
mol/l för prov efter fermentering som mäskats i 64ºC med S. cerevisiae: 
Maltos: 0 
Glukos: 0 
Fruktos: 1,53 (g/l) / 180,16 (g/mol) = 0,008492 mol/l  
Monosackarid ekvivalent för prov efter fermentering som mäskats i 64ºC med S. 
cerevisiae: 
Maltos: 0 
Glukos: 0 
Fruktos: 0,008492*(180,16/180,16) = 0,008492 mol/l  
g/l etanol för prov efter fermentering som mäskats i 64ºC med S. cerevisiae: 
52,4 g/l  
mol/l etanol för prov efter fermentering som mäskats i 64ºC med S. cerevisiae: 
52,4 (g/l) / 46,07 (g/mol) = 1,1374 mol/l  
Total mol/l monosackarid ekvivalent efter 60 minuters kokning:  
0,3513 (mol/l) +0,072713 (mol/l) + 0,020537 (mol/l) = 0,444605 mol/l 
Total mol/l monosackarid ekvivalent efter fermentering: 
0,008492 mol/l  
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Total mol/l etanol efter fermentering:  
1,1374  
Tabell 18. Differens mol/l efter 60 minuters kokning och efter fermentering 
Mol/l  Efter 60 minuters 
kokning 
 Efter fermentering       Differens  
Etanol 
 
Monosackarid- 
ekvivalenter  
0 
 
0,444605 
 1,1374 
 
0,008492 
        1,1374 
 
        0,436112 
     
 
Mol etanol/ mol monosackarid från prov som mäskats i 64ºC med S. cerevisiae:  
1,1374 (mol/l) / 0,436112 (mol/l) = 2,608 mol etanol / mol monosackarid  
Övriga resultat se tabell 8 (Resultat)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
31 
 
 
 
Kromatografi 
Prov taget efter 60 minuters kokning. Mäskat i 64ºC 
 
 
 
 
 
           
Prov taget efter fermentering med S. cerevisiae. Mäskat i 64ºC. 
32 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
33 
 
Prov taget efter fermentering med M. indicus. Mäskat i 64ºC. 
